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= (54) Title: LONG-ACTING COLLOIDAL INSULIN FORMULATION AND PREPARATION THEREOF 

= (54) Titre : FORMULATION COLLOID ALE D'INSULINE LONGUE ACTION ET SA PREPARATION 

= (57) Abstract: The invention relates to long-acting insulin injectable formulations, for the treatment of diabetes of type I and U in 
= humans and animals. The aim of the invention is to provide a long-acting injectable insulin formulation in the form of a colloidal sus- 
s pension which is stable, has a good local tolerance and toxicity compatible with chronic treatment of diabetics and which maintains 
s a significant hypoglycemic effect, extending over at least 24 hours after a single administration, for example, by the sub-cutaneous 
^ route. Said aim is achieved by means of a stable aqueous colloidal formulation of nanoparticles of at least one poly(Leu-bloc-Glu), 
|H charged with insulin, where the pH lies between 5.8 and 7.0, the osmolality O (in mOsmol) is 270 < O < 800 and the viscosity v (in 

mPa.s ) is low, in other words v < 40 and the nanoparticles of po!y(Leu-bloc-Glu) have a mean hydrodynamic diameter Dh of 15 < 
S3 Dh < 40. The invention further relates to an anti-diabetic medicament based on said long-acting insulin formulation which may be 

injected with needles of 29G, 30G, or 31G gauge. 
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(57) Abrege : Llnvention concerne des formulations d'insuline longue action injectables, pour le traitement des diabetes de type I et 
II chez l'homme et Tanimal. L'objectif essentiel de 1'invention est de foumir une formulation injectable d'insuline longue action sous 
forme de suspension colloYdale, qui soit stable, qui presente une bonne tolerance locale et une toxicite compatibles avec le traitement 
chronique des diab&iques et qui maintienne un effet hypoglycemiant important s'&endant sur 24 heures au moins, apres une seule 
administration par exemple par voie sous-cutanee. Pour atteindre cet objectif, 1'invention a pour objet une formulation colloidale, 
aqueuse et stable de nanoparticules d'au moins un poly(Leu-bloc-Glu), chargees en insuline, dans laquelle le pH est compris entre 
5,8 et 7,0, 1'osmolarite O (en mOsmol) : 270 < O < 800 et la viscosite v (en mPa.s ) est faible, a savoir v < 40. Les nanoparticules 
du poly(Leu-bloc-Glu) ont un diametre hydrodynamique moyen Dh tel que : 15 < Dh < 40. L'invention concerne un medicament 
anti-diabetique a base de cette formulation d'insuline longue action et injectable sur aiguilles de gauge 29G, 30G ou 31 G. 
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FORMULATION COLLOIDALE D'INSULINE LONGUE ACTION ET SA 

PREPARATION 

Le domaine de la pr6sente invention est celui des m6dicaments ^ base d'insuline, en 
5 particiilier des formulations injectables d'insuline, pour le traitement des diabetes de type I 
et II chez l'homme et l'animal. 

La presente invention concerne, plus precisement, des formulations injectables d'insuline 
formees par des suspensions colloidales d'insuline destinees a une administration 
parenteral journaliere et capables de maintenir durant tout le nycthemere chez le patient 
10 ou Tanimal diabetique, une concentration d'insuline serique voisine de la concentration 
basale observee chez le sujet sain. 

L'invention concerne, egalement, des procedes de preparation desdites suspensions 
colloidales d'insuline. 

15 Les diabetiques sont assujettis a un traitement tres contraignant et imparfait, les obligeant 
a s'injecter de l'insuline plusieurs fois par jour. Outre les injections d'insuline a absorption 
rapide, destinees a corriger la rnontee de glycemie apres ou au cours d'un repas, il est 
egalement necessaire de maintenir l'insuline serique au niveau basal jour et nuit afin 
d'eviter des effets secondares tres nefastes. Cette derniere correction est particulierement 

20 dehcate car la nuit, les patients n'ont pas l'opportunite de se traiter et ainsi de retablir le 
niveau souhaitable d'insuline. 

Les formulations injectables d'insuline doivent etre stables, a savoir que l'insuline qu'elles 
contiennent ne doit pas se degrader au stockage. Elle doit par exemple etre toujours 
pleinement efficace au terme d'un stockage de 2 ans a 5°C. Les formulations injectables 
25 d'insuline doivent avoir une rheologie adaptee aux systemes d'injection couramment 
utilises pour l'insuline. II existe done un besoin aigu d'une formulation d'insuline longue 
action, d'une part, injectable au travers de tres lines aiguilles et stable. Le probleme de la 
mise au point d'une telle formulation est connu depuis longtemps et a fait l'objet de 
nombreux travaux. 

30 Au sens du present expose, "insuline" designe aussi bien l'insuline humaine ou une 
insuline animale ou encore un analogue de l'insuline. 

Au sens du present expose, une « formulation d'insuline longue action » est une 
formulation permettant, d'une part, d'eviter, apres administration, tout pic d 'hypoglycemic 
nefaste pour le patient et, d'autre part, de maintenir une action hypoglycemiante sur 24 
35 heures au moins. 
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ART ANTERIEUR 

II est fait ci-apres etat d'un certain nombre de propositions techniques anterieures pour des 
formulations d'insuline longue action. 
5 Ainsi, on connait par exemple l'insuline humaine longue action NPH. II s'agit de 
suspensions partiellement rnicro-cristallisees de complexes insuline humaine / zinc / 
protamine (comme decrites par exemple dans US-B-5,834,422) 5 qui permettent de ralentir 
la liberation in vivo de la proteine. Dans ces suspensions, l'insuline est complexee a : la 
protamine et au zinc pour former un precipite partiellement cristallise. Apres injection 

10 sous-cutanee, la vitesse de liberation de l'insuline est controlee par la cinetique de 
dissolution in vivo de ce precipite et la cinetique de decomplexation de l'insuline. La 
duree d'action de ce type d'insuline, bien que prolongee par rapport a celle d'une insuline 
rapide, ne depasse pas 16 heures et ne couvre done pas reellement le nycthemere. Par 
ailleurs, on observe un pic d'hypoglycemie, apres administration de cette insuline humaine 

15 longue action NPH. Cette derniere n'est done pas une veritable insuline longue action telle 
que definie ci-dessus. 

Recemment, le brevet US-B-5,656,722 decrit une nouvelle structure de proteine analogue 
a l'insuline denommee GLARGINE® incluse dans une formulation. 

20 

Une voie totalement differente pour obtenir une forme a liberation prolongee de proteine 
est divulguee dans le brevet US-B- 5 904 936 (EP-B-0 734 720). 

La technique proposee ne consiste ni a modifier chimiquement l'insuline, ni encore a 
complexer l'insuline avec la protamine et le zinc. II s'agit plutot d'adsorber l'insuline 

25 humaine sur des nanoparticules biocompatibles formees spontanement, par auto- 
assemblage dans 1'eau de polyaminoacides amphiphiles tels que le poly(L-leucine-b- 
glutamate de sodium) -ci-apres denomme poly(Leu-bloc-Glu). Cet auto-assemblage 
conduit a une suspension colloi'dale de nanoparticules. L'insuline humaine, lorsqu'elle est 
mise en presence d'une telle suspension colloidale, s'adsorbe spontanement sur les 

30 particules pour former un complexe non covalent insuline/particule. Apres injection sous- 
cutanee, l'insuline humaine se dissocie progressivement du complexe ce qui permet de 
maintenir sa concentration plasmatique a une valeur voisine de sa valeur basale pendant 
une duree prolongee. L'avantage de cette approche est de mettre en oeuvre dans un 
procede non denaturant, de l'insuline humaine non modifiee et un polymere 

35 biocompatible, sans fa ire appel a des tensioactifs potentiellement denaturants: 

II est precise dans l'exemple 14 du brevet US-B- 5 904 936 que l'insuline humaine 
s'associe spontanement a des nanoparticules de poly(Leu-bloc-Glu) jusqu'a un taux 
maximal de 0,65 mg d'insuline humaine pour 10 mg de poly(Leu-bloc-Glu) soit 6,5 % 
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massique. Cette formulation d'insuline longue action injectable selon l'exemple 14 du 
brevet US-B- 5 904 936 est perfectible s'agissant des points suivants: 

- La formulation pourrait gagner en facilite d'injection, en particulier avec des seringues 
5 h aiguilles fines 29G, 30G ou 31G. L'inconfort en resultant pour le patient est d'autant 

plus penalisant qu'il s'agit d'une injection quotidienne sur plusieurs dizaines d'annees. 

- La formulation pourrait gagner en stabilite pour retarder encore la degradation de 
Tinsuline. 

- L'injection sous-cutanee de cette formulation chez le cochon peut parfois conduire a la 
10 formation d'erythemes et d'oedemes marques, traduisant une tol6rance locale 

susceptible d'etre amelioree, ce qui rend cette formulation difficilement compatible 
avec une application pharmaceutique journaliere sur une tres longue duree. 

- La formulation est difficilement sterilisable par filtration. 

15 Dans son exemple 9, la demande WO-A-01/37809 decrit une formulation d'insuline 
longue action injectable, dont le pH est de 7,4 et qui comprend une suspension de 
nanoparticules de polymere poly(Leu-bloc-Glu). Cette suspension comprend (par ml de 
preparation) : 80 UI d'insuline et 56 mg de polymere, soit un rapport massique 
insuline/poly(Leu-bloc-Glu) de 5%. Administree chez le chien Beagle a raison de 2 Ul/kg, 

20 cette suspension donne lieu a une liberation prolongee sur 24 heures environ. Cependant, 
cette formulation presente une stabilite perfectible comme demontree dans l'exemple 5 
infra de la presente demande. 

Fort de cette experience, la demanderesse a redefini un cahier des charges pour une 
25 formulation d'insuline humaine longue action injectable: 

1. La formulation gagnerait a etre plus aisement injectable au travers d'une aiguille de 
petit diametre (e.g. 29G, 30G ou 31G), afin d'ameliorer le confort du patient, et ainsi 
Tobservance du traitement. 
30 2. La formulation d'insuline est perfectible s'agissant de sa stabilite notamment a 4°C et a 
temperature ambiante, pour ne pas induire des modifications des proprietes de la 
formulation ni des degradations de Tinsuline humaine. 

3. la formulation serait grandement amelioree si elle etait do tee d'une excellente tolerance 
locale, afin d'etre compatible avec une injection journaliere sur une duree de plusieurs 

35 dizaines d'annees. 

4. La biodisponibilite de Tinsuline fournie par une telle formulation gagnerait a etre aussi 
elevee que possible. 
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5. L'efficacite de la formulation, mesuree, par exemple, par son effet hypoglycemiant, 
gagncrait a ctrc la plus clcvcc possible pendant au moins 24 hcurcs, aprcs l'injcction. 

6. La formulation gagnerait a avoir une rheologie permettant un remplissage aise de la 
seringue par le patient. 

5 7. L'aptitude a la sterilisation par filtration serait un atout determinant pour la 
formulation. 

Devant cet etat de fait, un objectif essentiel de la presente invention est done de satisfaire 
pleinement le cahier des charges sus-decrit. 
10 Un autre objectif essentiel de l'invention est de fournir une formulation d'insuline longue 
action sous forme de suspension colloidale, qui maintienne un effet hypoglycemiant 
important s'etendant sur 24 heures au moins, apres une seule administration, par exemple 
par voie sous-cutanee. 

Un autre objectif essentiel est de fournir une formulation d'insuline longue action sous 
15 forme de suspension colloidale, qui soit stable et qui n'induise pas de modification de la 
structure et de la bioactivite de Pinsuline. 

Un autre objectif essentiel de la presente invention est de fournir une formulation 
d'insuline longue action aisement injectable au travers d'une aiguille de faible diametre 
(par exemple de gauge 29G, 30G ou 31G). 
20 Un autre objectif essentiel de l'invention est de fournir des formulations d'insuline longue 
action sous forme de suspensions colloi'dales permettant un remplissage aise d'une 
seringue au travers d'une aiguille de faible diametre (par exemple de gauge 29G, 30G ou 
310). 

Un autre objectif essentiel de l'invention est de fournir des formulations d'insuline longue 
25 action sous forme de suspensions colloi'dales injectables a faible volume d'injection et 
concentration elevee en insuline humaine, typiquement 100 IU/ml, et ce sans nuire a 
l'efficacite therapeutique et en particulier a la duree de l'effet hypoglycemiant. 
Un autre objectif essentiel de la presente invention est de fournir une formulation 
d'insuline longue action sous forme de suspension colloidale, presentant une bonne 
30 tolerance locale et une toxicite compatibles avec le traitement chronique des diabetiques. 
Un autre objectif essentiel de l'invention est de fournir une formulation d'insuline longue 
action sous forme de suspension colloidale, dans laquelle l'insuline est une insuline 
humaine non modifiee. 

Un autre objectif essentiel de la presente invention est de fournir une formulation 
35 d'insuline longue action sous forme de suspension colloidale comprenant des 
nanoparticules de poly(Leu-bloc-Glu) et qui soit filtrable sur des filtres de 0,2 ^im a des 
fins de sterilisation. 
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Un autre objectif essentiel de la presente invention est de fournir une formulation 
d'insuline longuc action sous forme de suspension colloidale comprcnant des 
nanoparticules de poly(Leu-bloc-Glu) sur lesquelles les proteines sont adsorbees de fa9on 
reversible, non covalente et sans denaturation. 
5 Un autre objectif essentiel de Tinvention est de fournir une suspension colloidale 
d'insuline sous forme liquide ou seche, qui conduise a une formulation satisfaisant aux 
specifications visees ci-dessus et qui constitue une forme galenique appropriee et 
convenable pour une administration soiis-cutanee. 

Un autre objectif essentiel de 1'invention est de proposer un procede de preparation de ces 
10 suspensions colloidales d'insuline longue action, ledit proedde se devant d'etre, simple a 
mettre en oeuvre, non denaturant pour la proteine et devant en outre toujours assurer de 
fa?on fiable la reproductible des caract&istiques de la formulation. 



Les objectifs ci-dessus, parmi d'autres, sont atteints par la prdsente invention qui concerne, 
15 tout d'abord, une formulation injectable d'insuline longue action comprenant une 
suspension colloidale, aqueuse et stable de nanoparticles d*au moins un poly(L- leucine- b- 
L glutamate de sodium) -ci-apres denomme poly(Leu-bloc-Glu), chargees en insuline, 
caracterisee en ce que : 

I- le pH de la formulation est tel que : 

20 5,8<pH<7,0 

de preference, 6,0 < pH < 7,0 

II- Fosmolarite O (en mOsmol) de la formulation est telle que : 

250 < O < 800 

25 de preference, 250 < O < 600 

et plus pr6ferentiellement encore 270 < O < 400 



III- la viscosite v (en mPa.s ) de la formulation mesuree selon un mode operatoire Mv est 

faible, h savoir telle que: 
30 v < 40 

de preference v < 25 

et plus preferentiellement encore v < 20 

Le fondement inventif de cette nouvelle suspension colloidale apte a constituer une 
35 formulation galenique injectable d'insuline longue action, reside, notamment, dans la 
combinaison de parametres I, II & III selectionnes dans les fenetres suivantes: 
- une fenetre de pH contribuant a la bonne stabilite de la suspension formant la 
formulation injectable d'insuline longue action selon l'invention, 
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- une fenetre d'osmolarite qui assure notamment une bonne tolerance locale et une 
bonne aptitude a la filtration stcrilisantc pour la formulation, 

- et une fenetre de viscosite qui participe a 1'instauration dans la formulation de 
proprietes rheologiques teUes qu'il est possible de remplir aisement une seringue en 

5 aspirant la formulation au travers d'une aiguille de faible diametre (par exemple de 

gauge 29G, 30G ou31G). 
Un autre atout de cette nouvelle formulation est son cout raisonnable. 

En fin et surtout cette combinaison non evidente des parametres selectionnes I, II & III, 
10 confere h la formulation des proprietes rheologiques telles qu'il est possible de l'injecter 
aisement au travers d'une aiguille de faible diametre (par exemple de gauge 29G, 30G ou 
31G). 



Par ailleurs, la formulation selon l'invention possede de preference au moins l'une 
15 (idealement toutes) les caracteristiques suivantes : 

a. L'osmolarite O de la formulation est ajustee a Taide d'au moins un sel monovalent 
ou multivalent (par exemple di ou trivalent). 



b. La concentration en poly(Leu-bloc-Glu) est inferieure a 60 mg/ml, de preference 
20 comprise entre 10 et 55 mg/ml et, de preference encore, comprise entre 30 et 

55 mg/ml. 

c. Les particules du poly(Leu-bloc-Glu) retenu ont un diametre hydrodynamique 
moyen Dh exprime en nanometres (nm) et mesure selon un mode operatoire Md, 

25 tel que : 

10<Dh<150 
de preference, 20 < Dh < 100 

d. Le rapport massique insuline/poly(Leu-bloc-Glu), exprime en %, est tel que : 
30 3 < insuline/poly(Leu-bloc-Glu), 

de preference, 5 < insuline/poly(Leu-bloc-Glu) < 1 1. 

e. Le taux maximal de chargement Ta des nanoparticules avec Tinsuline, exprime en 
% de masse d'insuline associee par rapport a la masse de poly(Leu-bloc-Glu et 

35 mesure selon un mode operatoire Ma, est tel que : 

10<Ta 

de preference, 10 < Ta < 40 
et, plus preferentiellement encore, 12 < Ta < 25. 
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f. L'insuline est une insuline humaine non modifiee. 



Finalement, la formulation injectable d'insuline longue action selon 1'invention est dotee 
des proprietes essentielles suivantes: 
5 ♦ une bonne aptitude au remplissage d'une seringue par aspiration au travers d'une 

aiguille de faible diarnetre; 

♦ une "injectabilitS" aisee au travers d'une aiguille de faible diarnetre, ce qui 
ameliore considerablement le confort du patient et accroit done Tobservance du 
traitemerit; 

10 ♦ une excellenle stabilite; 

♦ une bonne tolerance locale; 

♦ une activite hypoglycemiante etendue sur 24 heures apres administration chez 
rhomme d'une dose standard de 0,6 Ul/kg; 

♦ une aptitude a la filtration sterilisante sur 0,2 micron, grace a la. petite taille des 
15 particules. 

Cette suspension presente en outre : 

- un faible rapport massique polymere/insuline conduisant a un surcout limite en 
polymere ; 

20 - une gamme de taille de particules qui assure une bonne tolerance locale et une bonne 
aptitude a la filtration sterilisante; et 

- une gamme de concentration en polymere bLE qui permet d'une part de maintenir la 
duree de Teffet hypoglycemiant sur 24 heures au moins, tout en permettant une 
injection aisee. 

25 



DESCRIPTION DETAILLEE DE L'INVENTION 



La selection de ces parametres pour obtenir une suspension colloidale d'insuline adaptee 
30 en tant que formulation medicamenteuse injectable d'insuline longue action, est le fruit 
d'importantes et longues recherches sur la mesure et la comparaison des activites 
pharmacocinetiques et pharmacodynamiques de ces formulations d'insuline sur divers 
modeles animaux ainsi que de nombreux travaux sur , Tinjectabilite'\ la stabilite, la 
tolerance et la biocompatible de cette suspension particuliere, ainsi que sur son caractere 
35 injectable, et son aptitude a etre aspiree au travers d'une aiguille . 
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La suspension colloidale stable formant la formulation comporte des nanoparticules 
structurccs submicroniqucs, constituccs par auto assemblage d'un copolymcrc poly(Lcu- 
bloc-Glu). 
EUes sont aptes : 

5 o ^ associer (adsorber) spontanement rinsulihe, de fa?on non covalente, en 

suspension colloidale, a Tetat non dissous et sans denaturation, pour former un 
complexe nanoparticule/insuline, 
b et a liberer celle-ci, notamment in vivo, de maniere prolongee et/ou retard^e. 
Enfin, elles sont stables en phase aqueuse en F absence de tensioactif(s). 

10 

La suspension colloidale de nanoparticules selon Tinvention resulte d'une selection 
particuliere parmi celles decrites de maniere generate dans le WO-A-01/37809. Cette 
selection particuliere a ete trouvee apres de nombreux essais visant a optimiser les 
exigences contradictoires du cahier des charges mentionne supra. 

15 

Les inventeurs ont du conduire de longs et de nombreux essais pour proceder a la selection 
particuliere de parametres permettant de mettre au point une formulation, a savoir urie 
suspension remplissant le cahier des charges susvise. 

20 Uoptimisation de la stabilite de la suspension passe par un ajustement du pH de la 
suspension entre 5,8 et 7,0, de preference entre 6,0 et 7,0 et, plus preferentiellement encore 
inferieur a 7,4. La stabilite dont il est question est, d'une part, une stabilite 
physicochimique de la suspension colloidale de nanoparticules de poly(Leu-Bloc-Glu) et, 
d'autre part, une stabilite de l'actif insulinique en termes d'efficacite therapeutique 

25 (controle de la glycemie). Avantageusement la formulation reste stable apres un stockage 
de 2 ans a 5 °C, par exemple. 

L'aptitude remarquable de la formulation de Tinvention a etre facilement injectable au 
travers d'une aiguille de petit diametre (par exemple gauge 29G, 30G & 31G ou diametre : 

30 0,15 a 0,4 mm, longueur : 8 a 20 mm) est apprectee notamment au travers de la force a 
exercer sur le piston de la seringue. II est par exemple souhaitable que cette force n'excede 
pas une valeur raisonnable, e.g. de Tordre de 40 newtons, de preference de Fordre de 30 
Newtons, et que le debit ne soit pas inferieur ou 6gal a lml/min. De fagon surprenante, la 
viscosite mesuree a bas gradient de cisaillement (mesuree selon le mode operatoire Mv 

35 decrit ci-apres) ne controle pas totalement la force necessaire pour injecter la suspension 
colloidale au travers d'une aiguille de faible diametre. II est du merite de la Demanderesse 
d'avoir montre que la force a appliquer pour Tinjection est d'autant plus faible que la 
concentration en poly(Leu-bloc-Glu) est basse. Idealement, la concentration en poly(Leu- 



WO 2006/016078 



PCT/FR2005/050431 



9 

bloc-Glu) peut etre ajustee, conformement a 1'invention, afm d'optimiser le cornpromis 
cntrc la durcc d'action ct 1c caractcrc injectable dc la suspension. Cct optimum est obtcnu 
pour une concentration en polymere comprise entre 10 et 60 mg/ml, de preference entre 20 
et 55 mg/ml. 

5 

La possibility de remplir aisement la seringue par aspiration de la formulation au travers 
d'aiguilles de petit diametre (par exemple gauge 29G, 30G & 31G ou diametre : 0,15 a 0,4 
mm, longueur : 8 a 20 mm) est egalement une caracteristique visee. Cette operation doit, 
par exemple, etre typiquement realisee dans un temps < 120 s, de preference < 60 s et plus 

10 preferentiellement encore < 30 s, pour un volume de 500jal. 

II est du merite des inventeurs d'avoir etabli que, contrairement a ce qui a ete montre 
s'agissant de 'Tinjectabilite" de la formulation formee par une suspension colloidale de 
nanoparticules, la capacite de cette formulation a permettre un remplissage rapide d'une 
seringue, depend de fa^on importante- de la viscosite (mesuree selon le mode operatoire 

15 Mv decrit infra) de la suspension. Un remplissage rapide satisfaisant les conditions 
6noncees ci dessus, est obtenu lorsque la viscosite v (mesuree selon le mode operatoire 
Mv decrit infra) est < a 40 mPa.s, de preference < 25 mPa.s et, plus preferentiellement 
encore < 20mPa.s, voire en pratique < 15 mPa.s, par exemple. 

20 Mode Operatoire Mv 

Conformement a la presente invention, la determination du parametre important qu'est ia 
viscosite v (en mPa.s a 20°C) peut etre realisee, par exemple, a 20°C a Taide d'un 
rheometre AR1000 (TA Instruments) equipe d'une geometrie cone-plan (4 cm, 2°). La 
viscosite v est mesuree pour un gradient de cisaillement de 10 s" 1 . 

25 

Un autre merite des inventeurs est d f avoir trouver un moyen de reduction de la viscosite, 
par ajustement de l'osmolarite O (en mOsm) de la suspension a une valeur comprise entre 
270 et 800, de preference entre 270 et 600 et plus preferentiellement encore entre 270 et 
400. 

30 De preference, cet ajustement de Tosmolarite est effectue par ajout d'au moins un sel, et 
plus specialement d\in ou plusieurs sels monovalents et/ou multivalents (e.g. divalents ou 
trivalents), plutot que par ajout de molecules neutres comme le glycerol, le saccharose ou 
autres molecules polyhydroxylees. Ces sels peuvent etre, par exemple, choisis dans les 
families suivantes : chlorure de sodium, chlorure de potassium, chlorure de zinc, mono ou 

35 dihydrogenophosphate de sodium ou de potassium, chlorure de magnesium ou de calcium, 
citrate de sodium, sulfate de sodium, sulfate de potassium ou tout autre sel connu de 
Thomme de Tart et apte k etre inject^ par voie sous cutan6e. 
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Suivant une caracteristique remarquable de l'invention, les sels multivalents sont des 
candidats privileges pour l'ajustcmcnt dc I'osmolaritc, ctant donnc qu'ils ont un effet 
fluidifiant plus marque que les sels monovalents. 

5 Avantageusement, ces sels multivalents sont par exemple selectionnes dans le groupe 
comprenant: le chlorure de zinc, le chlorure de magnesium, le chlorure de calcium, le 
phosphate disodique, le citrate de sodium, le citrate de potassium, le sulfate de sodium ou 
le sulfate de potassium et leurs melanges. 

10 Conformement a Invention, les nanoparticules ont une petite taille el presentent plus 
precisement un diametre hydrodynamique Dh, mesure selon le mode operatoire Md, tel 
que (en nm) dans 1'ordre croissant de preference : 10 < Dh < 150; 10 < Dh <100; 20 < Dh 
< 100; 10 < Dh < 50, 15 < Dh < 40. 

L'une des incidences parmi d'autres de ces choix de taille de particules de poly(Leu-bloc- 
15 Glu) est que la formulation selon Invention est aisement filtrable sur un filtre sterilisant 
de 0,2 |im de taille de pores, ce qui permet d'obtenir, aisement et a moindre cout, une 
formulation injectable sterile. Par ailleurs, il apparait que de fa§on surprenante, la 
tolerance locale de ces particules est meilleure que celle de plus grande taille, comme 
demontre ci-apres dans les exemples. 

20 

Mode operatoire Md : 

La poudre pulverulente de poly(Leu-bloc-Glu) est mise en suspension dans Teau a une 
concentration d'environ 50 g/1 et est laissee a agiter une nuit a 25°C . Elle est ensuite 

25 diluee a Taide d'une solution aqueuse de chlorure de sodium 0,15 M, de fagon a obtenir au 
final une concentration en poly(Leu-bloc-Glu) comprise entre 0,01 et 0,5 g/1 et, de 
preference, egale a 0,2 g/L Cette suspension est agitee 1 heure, puis introduite dans la 
cellule de diffusion d'un appareil de diffusion de la lumiere, de type Brookhaven, 
fonctionnant avec un faisceau laser de longueur d'onde 488 nm et polarise verticalement. 

30 Le diametre hydrodynamique est calcule a partir de la fonction d'autocorrelation du 
champ electrique par le methode des cumulants, comme decrit dans Touvrage « Surfactant 
Science Series » volume 22, Surfactant Solutions, Ed. R. Zana, chap. 3, M. Dekker, 1984. 

Suivant une autre caracteristique preferee, les poly(Leu-bloc-Glu) selectionnes 
35 conformement a Tinvention, presentent la caiacteristique suivante : 

le taux maximal de chargement Ta des nanoparticules avec Finsuline, exprime en % de 
masse d'insuline associee par rapport a la masse poly(Leu-bloc-Glu) et mesure selon un 
mode operatoire Ma, est tel que : 10 < Ta 
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de preference, 10 < Ta < 40 

ct, plus prcfcrcnticllcmcnt encore, 12 < Ta < 25. 

Mode operatoire Ma : 

5 (a) Preparation de solutions aqueuses d'insuline : de l'insuline recombinante humaine 
lyophilisee est versee dans un volume V de solution d'acide chlorhydrique 0.01 N 
durant au maximum 15 min. Cette solution est ensuite versee dans un meme volume 
V de solution NaOH 0.01 N. Le pH est ajuste entre 7.2 et 7.4 avec une solution de 
soude 1 N. La solution est agit£e doucement pendant 30 min. La masse d'insuline et 
10 le volume V sont calcules en fonction du volume V souhait£ de solution finale afin 

d'obtenir des concentrations en insuline de 100 Ul/ml, 120 Ul/ml et 140 Ul/ml. 

(b) Preparation de la formulation d'insuline. Le poly(Leu-bloc-Glu) lyophilise est ajoute 
aux solutions d'insuline a raison de. 11 mg/ml. Ges melanges sont degazes puis places 
dans un agitateur a basculement a 25°C pendant 1 heures puis degazes de nouveau. 

15 Le pH est ajuste entre 7.2 et 7.4 avec une solution HC1 IN et les melanges sont agites 

(agitateur a basculement) pendant une nuit a temperature ambiante. 

(c) Dosage de l'insuline fibre : les formulations sont injectees sur une colonne de 
chromatographic liquide d'exclusion sterique dans des conditions non dissociantes et 
l'insuline libre est dosee par fluorimetrie. 

20 

Suivant une variante avantageuse, l'insuline associee aux nanoparticules dans la 
suspension constituant la formulation de Tinvention est une insuline non modifiee. 
Au sens de l'invention, une insuline non modifiee est une insuline recombinante ou non, 
n*ayant subi aucune transformation de sa structure primaire, ni aucune modification des 
25 groupements lat6raux des acides amines. 

Avantageusement, la suspension constituant la formulation de l'invention comprend au 
moins un conservateur, de preference selectionne dans le groupe comprenant : les phenols, 
les cresols (e.g meta-cresol), le parahydroxybenzoate de methyle, de propyle, de butyle, ou 
30 tout autre conservateur connu de Thomme de Fart (consulter par exemple Particle de L.A. 
Gatlin et al. in Injectable Drug Development, P.K.Gupta eds Interpharm Press, Denver 
Colorado, 1999), et leurs melanges. 



35 



Le procede de synthese du poly(Leu-bloc-Glu) ainsi que le procede d'obtention des 
nanoparticules de poly(Leu-bloc-Glu) en suspension aqueuse s'effectuent, de preference, 
selon les modalites et les recommandations decrites dans le WO- A-0 1/37809. 
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Au lieu d'etre en suspension stable en milieu liquide aqueux, les nanoparticules de 
poly(Lcu-bloc-Glu) chargccs cn insulinc pourraicnt cgalcmcnt cxistcr dans un ctat solidc 
stable, de preference sous forme pulverulente. Ainsi, la presente invention concerne 
egalement un solide -de preference pulverulent-, caracterise en ce qu'il comprend des 
5 nanoparticules de poly(Leu-bloc-Glu) chargees en insuline et en ce qu'il est obtenu a partir 
de la suspension liquide qui est definie ci-dessus et qui constitue la formulation de 
l'invention. Cette obtention est effectuee par tout moyen connu et approprie tel que la 
lyophilisation, l'atomisation ou le sechage. 

10 Le proc6de de preparation de la formulation liquide injectable d'insuline longue action fait 
intervenir du poly(Leu-bloc-Glu) non charge en insuline et consiste essentiellement a 
mettre en suspension, en milieu liquide aqueux, au moins un poly(Leu-bloc-Glu) et de 
Finsuline, de preference sous agitation, a ajouter eventuellement des excipients, au besoin 
h ajuster le pH a une valeur comprise entre 5,8 et 7,0 et, eventuellement a filtrer sur des 

15 pores de taille 0,2 jam la suspension ainsi obtenue. 

Pour effectuer l'association de l'insuline aux nanoparticules, il est possible de mettre en 

ceuvre plusieurs methodes, dont des exemples non limitatifs sont donnes ci-apres. 

Selon une premiere methode, on effectue l'association de l'insuline aux particules par 

20 mise en presence d'une phase aqueuse contenant l'insuline avec la suspension colloidale 
de nanoparticules de poly(Leu-bloc-Glu). De fa^on plus precise : une suspension de 
nanoparticules a pH neutre et isotonique est reconstitute a une concentration de 60 mg/ml 
ou plus (selon la concentration voulue dans la suspension finale). Une solution d'insuline 
concentree (typiquement entre 500 et 600 Ul/ml - pH compris entre 7 et 8 - isotonique) est 

25 alors preparee extemporanemenl a partir de poudre d'insuline (dissolution en milieu acide 
puis neutralisation). Les deux solutions sont melangees par agitation pendant quelques 
minutes et cette phase est eventuellement suivie d'une phase de « maturation » de 
quelques heures. Le pH est ensuite ajuste a une valeur comprise entre 5,8 et 7,0. 
Selon une deuxieme methode, il s'agit essentiellement de mettre en presence (en les 

30 melangeant) le poly(Leu-bloc-Glu) a l'etat pulverulent avec une phase aqueuse contenant 
l'insuline e.g. a une concentration entre 100 et 200 Ul/ml. 

II importe de veiller au respect de Tune des caracteristiques essentielles de Tinvention, a 
savoir l'etablissement d'un pH compris entre 5,8 et 7,0, de preference entre 6,0 et 7,0. Ce 
35 facteur participe de fa$on importante a la stabilite et a la tolerance locale de la suspension 
de nanoparticules de poly(Leu-bloc-Glu). L'ajustement du pH peut s'effectuer par tout 
moyen connu et approprie, a savoir notamment par acidification, par exemple, de la fa9on 
suivante : 
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-1- ajout d'acide chlorhydrique 0,1N dans la suspension chargee d'insuline (il se 
produit alors unc precipitation intermediate qui disparait au bout d'unc hcurc 
d'agitation environ) 

-2- ajout d'acide acetique 0,1N dans la suspension chargee d'insuline (pas de 
5 precipitation intermediate) 

L'ajout -2- d'acide acetique est prefere. 

Lors de la preparation de la formulation selon Finvention, on peut eventuellement ajouter 
des excipients, et au besoin reajuster le pH a une valeur comprise entre 5,8 et 7,0, et, 
10 Eventuellement steriliser la suspension ainsi obtenue par filtration sur des pores de 0,2 
microns. 

Ces autres excipients peuvent etre notamment au moins un conservateur, de preference 
selectionne dans le groupe comprenant : les phenols, les cresols (e.g meta-cresol), les 
15 parahydroxybenzoates de methyle, de propyle, ou de butyle, ou tout autre conservateur 
connu de Fhomme de Tart (consulter par exemple Farticle de L.A. Gatliii et al. in 
Injectable Drug Development, P.K.Gupta eds Interpharm Press, Denver Colorado, 1999), 
et leurs melanges. 

20 Les conditions de melange aussi bien pour la regulation du pH que pour Faddition 
d'excipients, sont classiques et a la portee de rhomme du metier notamment en termes de 
temperature, pression et agitation. 

Finalement, la suspension liquide peut etre transformee en un solide pulverulent par toute 
25 methode classique connue de l'homme de Fart, telle que par exemple la lyophilisation, 
l'atomisation ou le sechage. 

Selon un autre de ses aspects, Finvention concerne les applications pharmaceutiques et 
veterinaires de la suspension poly(Leu-bloc-Glu)-insuline. L'application essentielle est le 
30 traitement du diabete, et plus precisement du diabete de type I et II. 

Ainsi, Finvention a egalement pour objet un medicament caracterise en ce qu'il comprend 
de la formulation comprenant une suspension colloidale poly(Leu-bloc-Glu)-insuline, 
cette formulation etant telle que definie ci-dessus et/ou de la formulation obtenue par le 
35 procede lui aussi decrit supra et/ou du solide pulverulent tel defini ci-dessus. 

11 s'agit de preference dun medicament destine au traitement du diabete et plus 
precisement du diabete de type I et II. 
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Suivant une disposition avantageuse de 1'invention, le medicament qu elle concerne est 
assimilable a unc formulation liquidc injectable d'insulinc humainc longuc action 
susceptible d'assurer au patient diabetique, apres une injection sous-cutanee, une 
concentration basale en insuline, pendant au moins 24 heures, en regime d'injections 
5 repetees. 

La concentration basale d'insuline doit s'entendre dans le present expose comme une 
concentration typique dans le sang observee chez l'individu sain, soit 30 picomoles/1. 

10 L'invention concerne en outre une methode de traitement du diabete, en particulier du 
diabete de type, I et II, caracterisee en ce quelle consiste essentiellement a adrninistrer au 
patient le medicament susvise a base d'une formulation comprenant une suspension 
colloidale aqueuse stable de nanoparticules de poly(Leu-bloc-Glu) chargees en insuline, 
de preference non modifiee. 

15 

II s'agit preferentiellement d'une administration journaliere par injection de preference 
sous-cutanee. 

Le medicament selon 1'invention peut egalement se presenter sous la forme d'un solide 
20 pulverulent decrit ci-avant et, eventuellement du liquide: aqueux pour la preparation de la 
suspension. 

II en resulte que 1'invention couvre egalement une presentation galenique comprenant, 
d'une part, du solide pulverulent tel que defini supra et, d'autre part, de maniere separee, 
du liquide aqueux pour la reconstitution, avant Tadministration, de la suspension 
25 constituant la formulation selon Tinvenlion, 

Les exemples qui suivent permettront de rnieux comprendre 1'invention dans ses differents 
aspects produit/procede/application. Ces exemples illustrent la preparation de la 
formulation selon Tinvention a base de suspension de nanoparticules de poly(Leu-bloc- 
30 Glu) chargees en insuline, de meme qu'ils presentent les caracteristiques de structure et les 
proprietes de cette formulation, en la comparant avec des formulations poly(Leu-bloc- 
Glu)-insuline selon Tart anterieur. 
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EXEMPLES 

Exemple 1 - Synthese d'un poly(Leu-bloc-Glu) 25/35 dibloc 

5 Dans un reacteur de 0,5 litre thermostate a 30°C, on introduit sous agitation 38,9 g de 
NCA-GluOMe (0,208 mole) et 156 g de N-Methyl Pyrrolidine-one-2 (NMP). Apres 
dissolution, on ajoute 5,78 g d'une solution d'ammoniac 0,452 M dans le methanol (1,25 
% molaire/NCA). La polymerisation est suivie par mesure de dioxyde de carbone degage 
dans une cloche a gaz et verifiee par disparition des bandes de vibration caracteristiques 

10 des NCA a 1860 et 1790 cm- 1. Apres 30 min, on introduit une solution de 23,3 g de NCA 
Leucine (0,149 mole) dans 5 219 g de NMP. Apres 10 min de reaction, la temperature est 
augments a 60°C. La polymerisation est suivie comme precedemment. Elle est complete 
apres 1-2 heures. La temperature du melange reactionnel obtenu precedemment est 
augmentee a 80°C. 42,0 g d'acide chlorhydrique aqueux (35 % de la masse) sont ajoutes 

15 au milieu reactionnel sous agitation mdcanique en 30 min. Le reacteur est alors mis sous 
pression reduite regulee a 600 mbar pendant 6 heures. Un melange de 42,0 g d'acide 
chlorhydrique 35 % et de 167,9 g d'eau est alors ajoute sur 60 min, suivi d'une deuxieme 
phase de vide a 250 mbar pendant 18 heures. Le melange reactionnel est ensuite refroidi a 
50°C, puis neutralise par la soude aqueuse (35% de la masse). La NMP et le chlorure de 

20 sodium forme lors de la neutralisation, sont elimines par diafiltration contre 20 volumes 
d'eau Milli Q, sur membrane de MWCO de 1000 Daltons (systeme Pellicon II, 
Millipore). On obtient une suspension colloidale aqueuse stable de nanoparticules de 
vectorisation. La suspension de nanoparticules est finalement lyophilisee. 
Les teneurs en motifs leucine sont determinees par resonance magnetique nucleaire du 

25 proton (signaux a 2,10, 2,22 et 2,58 ppm pour 4H du Glu et a 0,85 ppm pour 6H du Leu). 

Exemple 2 - Synthese d'un poly(Leu-bloc-Glu) 25/70 dibloc 

30 146,4 g de NCA GluOMe sont dissous dans 586 g de NMP auxquels sont ajoutds 18,43 g 
d'une solution d'ammoniac 0,48 M dans le methanol. Lorsque la polymerisation des NCA 
GluOMe est complete, une solution de 43,9 g de NCA Leu dans 708 g de NMP est 
introduite et la polymerisation des NCA Leu est poursuivie jusqu'a disparition des 
monomeres. Le milieu est alors porte a 80°C et on y ajoute, en goutte a goutte, durant 

35 30 min a 1 heure, 129,4 g d'HCl 35 %. Un vide de 600 mbar est applique pendant 6 
heures, puis 129,4 g d'HCl 35 % supplementaires sont ajout6s en melange avec 517,5 g 
d'cau. Un vide dc 250 mbar est alors applique pendant 18 heures. Apres ccttc ctapc, la 
temperature est reduite a 50°C, 1 litre d'eau est introduit, suivi de 280 ml de NaOH 35 % 
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pour ramener le pH a 7,4. La suspension est ensuite filtree (5 |um), dialysee (seuil de 
coupurc 1 000 Da) dans dc l'cau, pour climincr lc solvant ct lcs scls, ct cnfin filtree (0,22 
^m). Cette suspension peut etre utilisee directement ou subir des traitements ulterieurs, 
tels que la distillation de l'eau ou la lyophilisation 

5 

Exemple 3 - Preparation d'une suspension d'insuiine longue action selon I'invention 

3.1- preparation d'une suspension colloid ale de nanoparticules de poly(L leucine bloc 
10 L glutamate de sodium) (P) intermedial re concentree a 60 mg/g : 

La preparation de la suspension est faite sous hotte a flux laminaire ou en piece sterile. 
Dans un flacon de verre de 3 1, on introduit successivement 50 g de polymere poly(Leu- 
bloc-Glu) selon l'exemple 2 sous forme lyophilisee (contenant 1 % d'eau environ) et 
757 g d'eau PPI (preparation pour injectable). La suspension est agitee de maniere 
15 energique a l'aide d'un barreau magnetique pendant au moins 12 heures. Un vide lirnite 
(50-100 mbar) est realise dans le flacon. 10,6 g de NaCl 30% et 6,7 g de NaOH IN sont 
ajoutes a la solution pour ajuster le pH a 7,2 et Fosmolarite a 300 mOsm et regler la 
concentration en polymere a 60 mg/ml. 

20 3.2- preparation d'une solution d'insuiine intermediaire a 590 Ul/ml : 

4,5 g d'insuiine humaine recombinante (poudre) d'activite 28,4 Ul/g et contenant 7,7% 
d'humidite sont introduits dans un flacon en verre, 181 g d'eau sont rajoutes et l'insuline 
est dispersee sous agitation magnetique lente. 4,0 g d'HCl IN sont ajoutes jusqu'a 
obtention d'une solution limpide d'insuiine acide. 5,6 g de soude IN sont alors ajoutes de 
25 fa?on a obtenir une solution finale ayant un pH compris entre 7 et 8. 6,1 g de NaCl 30% 
sont ajoutes pour ajuster Fosmolarite. 

La solution est filtree sur membrane polyethersulfone 0,2jum avant melange avec la 
suspension de NPs. 

30 3.3 - preparation d'une solution d'excipients (phenol 140 mM ; m-cresol 140 raM, 
acide acetique 0,1N) : 

Dans un flacon de 1 1 on rajoute successivement : 

- 13,2 g de phenol (M=94 g/mol) 

- lOOgd'eau 

35 - 15,1 g de m-cresol (M=108 g/mol) 

100 g d'acide acetique IN 

- 771,7gd'eau. 
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La solution est agitee au moins une demi-heure jusqu'a obtention d'une solution limpide 
puis filtrcc sur membrane 0.2 jim PVDF ou PTFE. 

3.4- preparation d'une suspension colloidale d'insuline longue action A : 

5 (Osmolarite O = 300 mOsm; pH=6.5; Concentration en poly(Leu-bloc-Glu) Cpol = 42 
mg/ml; Concentration en insuline C insulin = 3.5 mg/ml) 
800 g de suspension P sont introduits dans un flacon de 1 litre. 

Sous agitation magnetique lente, 196 g de solution a 590 Ul/ml d'insuline sont rajoutes. 
L'agitation est maintenue pendant 14 heure puis le melange est laisse au repos a 25°C 
10 pendant une nuit. 171 g de solution d'excipients sont alors rajoutes au melange et la 
solution est laissee a agiter pendant 4 heures. La formulation ainsi obtenue est filtree sur 
membrane polyethersulfone 0,2 pm. 

15 Exemple 4 - Viscosites et diametres hydrodynamiques de la suspension d'insuline 
longue action A selon l'invention 

Les mesures de viscosite sont realisees a 20°C sur un rheometre AR1000 (TA 
Instruments) equipe d'une geometrie cone-plan (4cm, 2°). La viscosite est mesuree pour 
20 un gradient de cisaillement de 10 s" 1 . 
On trouye une viscosite de 25 mPa.s. 

Le diametre hydrodynamique des particules des suspensions H, M et L , mesure selon le 
mode operatoire Md., est de 35 nm. 

25 

Exemple 5 - Stabilites comparees des suspensions d'insuline longue action a 
differents pH 

Une premiere suspension pharmaceutique M d'insuline, contenant : 
30 • 100 Ul/ml d'insuline recombinante humaine 

• 42 mg/ml du polymere poly(Leu-bloc-Glu) selon l'exemple 1 

• 21 mM de phenol et de meta-cresol 

est preparee selon Pexemple 3 ci-dessus. Son pH est ajuste a pH 6,5 +-0,1 et son 
osmolarite est de 300+/-20 mOsmol. 



35 
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Une deuxieme suspension pharmaceutique comparative, Compl, cT insuline longue action, 
idcntiquc a la composition M est prcparcc dc la mcmc fa9on. Mais a la difference dc la 
suspension selon l'invention, son pH est ajuste a 7,2 47-0,1. L'osmolarite O est egalement 
de 300+/-20 mOsmol. 

5 Les suspensions pharmaceutiques M et Compl sont mises en stabilite acceleree a 37 °C. 
Le suivi de stabilite est effectue en mesurant en fonction du temps le pH, Fosmolarite, le 
diametre hydrodynamique des nanoparticules chargees en insuline et la quantite d' insuline 
non denaturee dans chacune des preparations A et B. 

10 Afin de doser Finsuline dans les preparations M el Compl, 0,1 ml de preparation sont 
dissous dans 2 ml d'acide trifluoroacetique (TFA). La solution est ensuite injectee dans 
une colonne C8 Biobasic® pour analyse HPLC de la proteine. On parvient ainsi a doser 
Finsuline non denaturee dans la preparation. La peremption de la preparation est atteinte 
lorsque le taux d'insuline non denaturee descend en dessous de 95%. 

15 

Pour les deux preparations M et Compl, le pH, Tosmolarite et le diametre des 
nanoparticules sont stables comme le montre le tableau ci-dessous : 

Le tableau 1 ci-apres montre revolution du pH, de Fosmolarite et du diametre 
20 hydrodynamique des particules et du % d'insuline humaine non denaturee pour les 
formulations M (pH 6,5) et Comp 1 (pH 7,4). 



TABLEAU 1 



Temps(jour) 


0 


7 


21 


pH 








M 


6,5 


6,3 


6,5 


Compl 


7,2 


7,3 


7,2 


Osmolarite O (mOsmol) 








M 


303 


301 


305 


Compl 


297 


302 


301 


Diametre hydrodynamique (nm) 








M 


36 


34 


35 


Compl 


35 


35 


34 


% insuline non denaturee 








M 


100 


98 


96 


Compl 


100 


95 


86 
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On constate que la suspension M selon l'invention maintenue a pH 6,5 presente, dans ces 
conditions dc test accclcrc, unc cxccllcntc stabilitc puisquc 95% dc Tinsulinc est encore 
non denaturee apres 21 jours. En revanche, pour la formulation Compl a pH 7,2, la 
quantite d'insuline non denaturee descend au-dessous de 95% des t = 7 jours. Ainsi, de 
5 fafon surprenante, la stabilite de l'insuline dans les preparations d'insuline longue action 
selon la presente invention, est remarquablement bonne a pH legerement acide. 

Exemple 6 - Comparaison de la tolerance locale d'une suspension d'irisuline longue 
10 action selon l'invention et d'une suspension d'insuline longue action a base d'un 
poly(Leu-bloc-Glu) selon WO-A-01/37809 et n'appartenant pas a la selection selon 
l'invention 

Une etude a ete realisee de maniere a comparer la tolerance locale de la suspension H 
15 selon l'invention, correspondant a Fexemple 3 ci-dessus et d'une formulation a pH neutre 
d'un poly(Leu-bloc-Glu) n'appartenant pas a la selection selon l'invention. 

La suspension M selon l'invention comprend: 

• 100 Ul/ml d'insuline recombinante humaine 

20 • 42 mg/ml du polymere poly(Leu-bloc-Glu) selon 1'exemple 3 

• 21 mM de phenol et de metacresol 

et est preparee selon 1'exemple 3 ci-dessus. Son pH est ajuste a pH 6,5 +-0,1. 

Une suspension Comp2 comparative, n'appartenant pas a l'invention, est preparee a partir 
25 d'un copolyaminoacide poly(Leu-bloc-Glu) selon le WO-A-01/37809. Elle comprend : 

• 100 Ul/ml d'insuline recombinante humaine 

• 100 mg/ml d'un poly(L leucine bloc L glutamate de sodium) forme de 40 unites de 
leucine et de 60 unites de glutamate de sodium. Le diametre hydrodynamique des 
particules est de 80 nm. 

30 Cette formulation Comp2 est preparee selon le mode operatoire decrit dans 1'exemple 3 ci- 
dessus. Son pH est ajuste a pH 7,4 +-0,1. 

Les suspensions M et Comp2 ci-dessus et une solution de NaCl 0.9 % (reference negative) 
ont ete injectees en sous-cutane, sous un volume de 0,50 ml, sur la peau du ventre de 9 
35 pores domestiques. 

Les signes cliniques - erytheme et cedeme - ont ete evalues durant les trois jours qui 
suivent l'injection. 

La reference negative (NaCl) n'a pas provoque de reaction clinique. 
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La preparation Comp2 a provoquc unc reaction locale allant cn augmcntant jusqu'a 24 
heures. A ce stade, elle se caracterise par un erytheme et un oedeme cotes modere a 
marque. La reaction disparait en 3 jours environ. 

5 

La preparation M a induit une reaction locale tres legere et transitoire. Quelques animaux 
presentent un erytheme tres leger a 12 et 24 heures, et un tres leger oedeme est 
generalement observe jusqu'a 24 heures. 

10 Ainsi, la tol6rance locale de la suspension M selon r invention est notablement meilleure 
que celle de la suspension Comp2. 

Contrairement a Comp2, la suspension M selon Tinvention permet done l'administration 
quotidienne du medicament. 

15 

Exemple 7 - Temps de remplissage d'une formulation A selon Pinvention 

Le temps de remplissage d'une seringue au travers d'une aiguille de gauge 29 et de 
20 longueur 8 mm est mesure pour des valeurs croissantes de Posmolarite. 

La suspension selon Pinvention est preparee selon P'excmple 3. Son pH est de 6,5 et sa 

concentration de 43 mg/ml. 

Le volume de remplissage est de 0,5 ml. 

L'osmolarite O de la suspension est reglee par ajouts dos6s de NaCl. 
25 On obtient les resultats suivants presenles dans le tableau 2 ci-dessous: 



tabl: 


EAU 2 


Osmolarite O (mOsmol) 


Temps de remplissage (s) 


120 


Remplissage impossible 


200 


180 


300 


90 


600 


50 



Le reglage de Posmolarite O selon Pinvention permet ainsi de ramener le temps de 
30 remplissage d'une seringue a un temps suffisamment court pour permettre aisement un 
usage quotidien par les patients. 
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REVENDICATIONS 

1 - Formulation injectable d'insuline tongue action comprenant une suspension colloidale, 
aqueuse et stable de nanoparticles d'au moins un poly(L-leucine-b-L glutamate de sodium) 

5 -ci-apres denomme poly(Leu-bloc-Glu), chargees en insuline, 
caracterisee en ce que : 

I- le pH de la formulation est tel que : 

5,8<pH<7,0 
de preference, 6,0 < pH < 7,0 

10 

II- Tosmolarite O (en mOsmol) de la formulation est telle que : 

270 < O < 800 
de preference, 270 < O < 600 
et plus preferentiellement encore 270 < O < 400 

15 

III - la viscosite v (en mPa.s ) de la formulation mesuree selon un mode operatoire Mv est 
faible, a savoir telle que: 

v < 40 

de preference v < 25 

20 et plus preferentiellement encore v <20 

2 - Formulation selon la revendication 1, caracterisee en ce que son osmolarite O est 
ajustee a l'aide d'au moins un sel monovalent ou multivalent. 

25 3 - Formulation selon la revendication 1 ou .2, caracterisee en ce que la concentration en 
poly(Leu-bloc-Glu) est inferieure a 60 mg/ml, de preference comprise entre 10 et 55 
mg/ml et de preference encore comprise entre 30 et 55 mg/ml. 

4 - Formulation selon l'une des revendications precedentes, caracterisee en ce que les 
30 particules du poly(Leu-bloc-Glu) retenu ont un diametre hydrodynamique moyen Dh 
exprime en nanometres (nm) et mesure selon un mode operatoire Md, tel que : 

10<Dh<150 
de preference, 20 < Dh < 100 

35 5 - Formulation selon Tune des revendications precedentes, caracterisee en ce que le 
rapport massique insuline/poly(Leu-bloc-Glu), exprime en %, est tel que : 

3 < insuline/poly(Leu-bloc-Glu), 
de preference, 5 < insuline/poly(Leu-bloc-Glu) < 11. 
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6 - Formulation scion Tunc dcs rcvcndications precedentes, caractcriscc cn cc que lc taux 
maximal de chargement Ta des nanoparticules avec l'insuline, exprime en % de masse 
d'insuline associee par rapport a la masse de poly(Leu-bloc-Glu et mesure selon un mode 
5 operatoire Ma, est tel que : 

10<Ta 
de preference, 10<Ta<40 
et, plus preferentiellement encore, 12 < Ta < 25. 

10 7 - Formulation selon Tune des revendications precedentes, caracterisde en ce que 
l'insuline est une insuline humaine non modifiee. 

8 - Formulation selon Tune des revendications precedentes, caracterisee en ce qu'elle 
comprend au moins un conservateur, de preference selectionne dans le groupe 

15 comprenant : les phenols, les cresols (e.g meta-cresol), les parahydroxybenzoates de 
methyle, de propyle, ou de butyle et leurs melanges. 

9 - Solide pulverulent caracterise en ce qu'il comprend des nanoparticules de poly(Leu- 
bloc-Glu) chargees en insuline et en ce qu'il est obtenu a partir de la formulation selon 

20 Tune quelconque des revendications 1 a 8. 

10 - Procede de preparation de la formulation selon Tune quelconque des revendications 1 
a 8, caracterise en ce qu'il consiste essentiellement a melanger, en milieu liquide aqueux, 
au moins un poly(Leu-bloc-Glu) et de Tinsuline, de preference sous agitation, a ajouter 

25 eventuellement des excipients, au besoin a ajuster le pH a une valeur comprise entre 5,8 et 
7,0 et, eventuellement a filtrer la suspension ainsi obtenue. 

11 - Procede de preparation de la formulation selon Tune quelconque des revendications 1 
a 8, caracterise en ce qu'il consiste essentiellement a melanger le poly(Leu-bloc-Glu) a 

30 Tetat pulverulent, avec une phase aqueuse contenant l'insuline. 

12 - Procede de preparation de la formulation selon Tune quelconque des revendications 1 
a 8, caracterise en ce qu T il consiste essentiellement a mettre en suspension le solide 
pulverulent selon la revendication 8 dans un milieu liquide aqueux, de preference sous 

35 agitation, a ajouter eventuellement des excipients, au besoin a ajuster le pH a une valeur 
comprise entre 5,8 et 7,0 et eventuellement h filtrer la suspension ainsi obtenue. 
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13 - Medicament caracterise en ce qu'il comprend de la formulation injectable d'insuline 
longue action selon Tune quelconque des revendications 1 a 8 et/ou de la formulation 
obtenue par le procede selon Tune quelconque des revendications 10 a 12 et/ou du solide 
pulverulent selon la revendication 9. 

5 

14 - Medicament selon la revendication 13, caracterise en ce qu'il est destine au traitement 
du diabete. 

15 - Medicament selon la revendication 13 ou 14, caracterise en ce qu'il est susceptible 
10 d'assurer au patient diabetique, apres une injection sous-cutanee, un niveau basal 

d'insuline pendant au moins 24 heures. 

16 - Medicament selon Tune quelconque des revendications 13 a 15, caracterise en ce qu'il 
est constitue par une presentation galenique comprenant, d'une part, du solide pulverulent 

15 selon la revendication 9 et, d'autre part, de maniere separee, du liquide aqueux pour la 
reconstitution, avant l'administration, de la formulation selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 8 et/ou de la formulation obtenue par le procede selon Tune quelconque 
des revendications 10 & 12. 
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